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@ Cellules eucaryotesrecomblneesproductrices d'interieukinA o „ w a^ , t 

detention d'lnterfeukine-2. d inteneukine-2, procede et vecteurs pour leur obtention et procede 

© L'inyention concerne des cellules eucaryotes recombinees 
productrices d'interteukine-2 qui contiennent, avec les moyens 

nnn e f S ^l a J e , Ur e*?™ 5 ™- u " e sequence d'ADN codant 
pour la d.hydrofolate reductase et une sequence d'ADN codant 
pour un precurseur hybride de l'interfeukine-2 dont le peptide- 
signal est celui de I'un des precurseurs naturels de rhormone 
de croissance humaine. 

rJ"' 11 ^ 0 " conceme egalement le procede et les vecteurs 

C dentin l? dS o CeS Ce " UleS a,nsl que le P roc6d6 d ' ob ten- 
tlon d interleukine-2 a partir de celies-ci. 

Application : Production d'interleukine-2. 
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Description 

i 

Cellules eucaryotes recombinees productrices d'interleuklne-2, procede et vecteurs pour leur obtentlon et 

procede d'obtention d'lnterieuklne-2. 



5 La presente invention concerne des cellules eucaryotes recombinees productrices d'interleukine-2. Elle 
concerne egalement un procede et les vecteurs pour I'obtention de ces cellules. Enfin, elle a aussi pour objet 
I'obtention d'interleukine-2 par mise en culture desdites cellules. 

Les cellules eucaryotes selon I'invention contiennent, avec les moyens necessaires a leur expression, une 
sequence d'ADN codant pour la dihydrofolate reductase et une sequence d'ADN codant pour un precurseur 
10 hybride de rinterleukine-2 dont le peptide-signal est celui de I'un des precurseurs naturels de ('hormone de 
croissance humaine. 

Ces cellules eucaryotes recombinees sont obtenues par le procede qui consiste a transferer des cellules 
eucaryotes a I'aide d'un vecteur portant, avec les moyens necessaires a leur expression, une sequence d'ADN 
codant pour la dihydrofolate reductase et une sequence d'ADN codant pour un precurseur hybride de 
15 l'interIeukine-2 dont le peptide-signal est celui de I'un des precurseurs naturels de I'hormone de croissance 
humaine et a selectionner les cellules transferees, productrices d'interleukine-2, par croissance dans des 
milieux successifs, presentant I'un par rapport au precedent une concentration accrue en methotrexate. 

L'interieukine-2 est une lymphokine : elle est secretee par les tymphocytes-T matures des mammiferes en 
reponse a une activation par un antigene ou un compose mitogene. Elle joue un rdte essentiel en agissant, sur 
20 la proliferation et la differentiation de drfferents types de cellules impliquees dans les reponses immunities 
(Robb, R.J. (1984) Immunol. Today, 5, 203-209). 

L'interleukine-2 d'origine humaine a ete plus particulierement etudiee. On sait qu'il s'agit d'une proteine de 
133 acides amines portant, fixe sur le residu threonine en position 3, un tetrasaccharide (Conradt, H.S. et at 
(1986) Carbohydr. Res., 149, 443-450). Les lymphocytes-T matures la synthetisent d'abord sous la forme d'un 
25 precurseur de 153 acides amines et la secretent apres elimination par coupure au niveau du reticulum 
endoplasmique, du peptide-signal de 20 acides amines, puis apres glycosylation dans I'appareil de Golgi, sous 
fa forme d'une proteine de 133 acides amines - dite proteine mature glycosylee. 

Les proprietes biologiques de rinterieukine-2 d'origine humaine la destinent a une utilisation en tant que 
principe actif de medicaments utiles pour le traitement de maladies telles que les cancers et certaines 
30 maladies infectieuses ou parasitaires. Pour cette utilisation il parait preferable de disposer d'interleukine-2 
sous une forme glycosylee : la chaTne laterale saccharidique paraTt contribuer en effet a stabiliser la proteine et 
a en ameliorer la tolerance lors de son administration aux patients. 

L'obtention d'interleukine-2 a partir soit de lymphocytes peripheriques sains (Kniep, E.M. et al (1984) Eur. J., 
Biochem., 143, 199-203), soit d'une lignee cellulaire lymphoblastoide telle que la lignee Jurkat (Robb R J et ai 
35 (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 80. 5990-5994) a ete decrite. ' f\ 

Les methodes mises en oeuvre se sont averees peu adaptees en raison tant de difficultes liees a la culture 
de lymphocytes sains que de la necessite d'une phase d'induction. 

Consecuttvement au clonage d'un ADN complementaire codant pour l'interieukine-2 (Taniguchi, T. et al 
(1983) Nature, 302, 305-310) ('utilisation de micro-organismes rendus aptes a la production d'interleukine-2 
40 grace aux techniques de I'ingenierie genetique a ete decrite. La demande de brevet EP-A-0089 062 montre la 
possibility d'utiliser - outre la bacterie Escherichia coli incapable de glycosylation - les cellules de singe COS. 
La demande de brevet EP-A-0172619 presente Tutilisation de diverses autres cellules animales parmi 
lesquelles notamment des cellules d'ovaire de hamster chinois (cellules CHO). 
II est encore connu que pour permettre, a Tissue d'une transfection, la mise en evidence, au sein d'une 
45 population de cellules eucaryotes, des cellules qui ont effectivement integre un vecteur particulier, il est utile 
que ledit vecteur porte une sequence d'ADN dont I'expression puisse conferer aux cellules transiectees un 
avantage selectif. 

Une sequence d'ADN particulierement adaptee est une sequence codant pour la dihydrofolate reductase 
(en2yme ci-apr6s designee par I'abreviatton dhfr) ; decrite par Subramani, et al ((1981 ) Mol. Cel. Biol., 854-864) 

50 pareille sequence, portee par un vecteur d'expression, permet, apres transfection de cellules incapables de 
synthetiser sous une forme fonctionnelle de la dhfr (cellules DHFR-), la croissance sur un milieu deficient en 
hypoxanthine, en glycine et en thymidine, des seules cellules ayant effectivement incorpore le vecteur. 

L'interet accorde a I'utilisation d'un vecteur portant, avec les moyens necessaires a son expression, une 
sequence d'ADN codant pour la dhfr est accentue par le fait qu'elle peut etre a I'origine, que la cellule 

55 eucaryote transferee soit capable (cellules DHFR + ) ou non (cellules DHFR-) de synthetiser sous une forme 
fonctionnelle la dhfr, d'un processus d'amplification conduisant a une obtention accrue d'une proteine 
d'interet codee par une sequence d'ADN portee, avec les moyens necessaires a son expression, par ledit 
vecteur. Le mecanisme de cette amplification reste a preciser. On sait que la dhfr est inhibee par le compos6 
connu sous ('appellation methotrexate (acide N-((((diamino-2,4 pteridinyl-6) methyl) methylamino)-4 benzoyl) 

60 L-glutarnique) et que la presence de methotrexate dans un milieu de culture selectif entrame la mod de la 
plupart des cellules et que seules subsistent des cellules devenues capables de synthetiser des quantites 
importantes de dhfr. Et il a ete constate (Kaufman, R.J. et al (1982) J. Mol. Biol.. 159, 601-621), chez des 
cellules ayant incorpore un vecteur portant, avec les moyens necessaires a leur expression, une sequence 
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d ADN codant pour la dhfr et une sequence d'ADN codant pour une autre proteine, que cette production 
amplifiee de dhfr etait accompagnee d'une production amplifiee de ladite proteine. 

La demanderesse, ayant construit des vecteurs portant simultanement, avec les moyens necessaires a leur 
expression, une sequence d'ADN codant pour un precurseur naturel d'une interleukine-2 et une sequence 
d ADN codant pour la dhfr, a constate lors de la culture de cellules eucaryotes (et notamment de cellules CHO) 5 
ayant incorpore Tun des vecteurs concernes, que de tels vecteurs ne permettaient, en conditions 
d expression transitoire, c'est-a-dire avant selection d'une lignee hautement productrice par culture dans des 
milieux successifs presentant Tun par rapport au precedent une concentration accrue en methotrexate le 
recueil a partir du milieu de culture que de quantites d'interleukine-2 inferieures a celles recueillies a partir'du 
milieu de culture des cellules de meme nature ayant incorpore un vecteur ne different que par ('absence de la 10 
sequence d'ADN codant pour la dhfr et des moyens necessaires a ('expression de cette sequence. 

Ces resultats, bien qu'encourageants par rapport aux quantites d'interleukine-2 pouvant etre obtenues 
apres culture de lymphocytes peripheriques sains ou de cellules fymphoblastoTdes, montraient que 
contrairement ace qu'il avait pu etre constate avec d'autres proteines telles que I'antigene de surface du virus 
de I hepatite B ou I'hormone de croissance humaine, il n'etait pas possible pour I'obtention d'interleukine-2 de 75 
tirer tout I interet attendu de I'utilisation d'une sequence d'ADN codant pour la dhfr, accompagnee des 
moyens necessaires a son expression. 

Poursuivant ses investigations la demanderesse a constate que, de facon tres surprenante le 
remplacement, sur les premiers vecteurs testes, au niveau de la sequence d'ADN codant pour le precurseur 
de l'interleukme-2 de la partie codant pour son peptide-signal par une sequence codant pour le peptide-signal 20 
de Tun des precurseurs naturels de I'hormone de croissance humaine (proteine ci-apres designee par 
I'abreviation hGH), permettait d'ameliorer de maniere significative le niveau de secretion et meme avec 
certaines constructions, de retrouver le niveau initial attendu. La demanderesse apporte ainsi une solution qui 
satisfaisant aux crrteres qui lui sont afferents, permet d'envisager une production a I'echelle industrielle de 
I mterteukine-2. 

Selon un premier aspect, Hnvention concerne precisement des cellules eucaryotes recombinees 
productrices d'interleukine-2 qui contiennent, avec les moyens necessaires a leur expression, une sequence 
d'ADN codant pour la dihydrofolate reductase et une sequence d'ADN codant pour un precurseur hybride de 
l'interleukine-2 dont le peptide-signal est celui de I'un des precurseurs naturels de I'hormone de croissance 
humaine. 
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EHe a egalement pour objet un procede d'obtention desdites cellules consistant 1 ) a transferer des cellules 
eucaryotes a I'aide d'un vecteur portant a la fois, avec les moyens necessaires a leur expression une 
sequence d'ADN codant pour la dihydrofolate reductase et une sequence d'ADN codant pour un precurseur 
hybride de l'interleukine-2 dont le peptide-signal est celui de I'un des precurseurs naturels de I'hormone de 
croissance humaine, puis 2) a selectionner les cellules transferees productrices d'interleukine-2 par culture 
dans des milieux successifs presentant Pun par rapport au precedent une concentration accrue en 
methotrexate. 

Enfin, elle a pour objet le procede d'obtention d'interleukihe-2 consistant a mettre en culture des cellules 
eucaryotes productrices d'interieukine-2, a recueiilir le milieu de culture et a separer l'interleukine-2 des autres 
constituants dudit milieu, procede dans lequel les cellules mises en culture sont issues de cellules eucaryotes 40 
transferees a I'aide d'un vecteur portant a la fois, avec les moyens necessaires a leur expression, une 
sequence d'ADN codant pour la dihydrofolate reductase et une sequence d'ADN codant pour un precurseur 
hybride de l'interleukine-2 dont le peptide-signal est celui de I'un des precurseurs naturels de I'hormone de 
croissance humaine, puis s&ectiorinees par culture dans des milieux successifs presentant I'un par rapport au 
precedent une concentration accrue en methotrexate. 

II doit dtre precise que ledit procede peut s'appliquer, non seulement et de maniere particulierement 
adaptee a I'obtention d'interleukine-2 d'origine humaine, mais egalement a I'obtention d'interleukine-2 
d'autres origines animates, dans la mesure ou de telies molecules pourraient presenter un interSt particulier 
justifiant une application industrielle, par exemple en qualite d'agent de diagnostic ou de principe actif d'un 
medicament notamment a usage veterinaire. 

II va de sol que ce procede est destine principalement a permettre I'obtention d'interieukine-2 glycosytee 
telle qu'elle est secretee par les lymphocytes-T naturellement producteurs. II doit etre note que ce procede 
convient egalement a I'obtention des formes incompletement glycosylees ou non glycosylees de 
l'interleukine-2 presentes dans le milieu apres culture des cellules eucaryotes selon ('invention. 

Les cellules eucaryotes utiles pour la mise en oeuvre de I'invention sont des cellules d'origine animale 55 
capables de glycosylation. Parmi ces cellules, les cellules communement designees par ('appellation CHO par 
reference a leur origine (cellules d'ovaire de hamster chinois) sont particulierement adaptees. 

Les techniques liees a I'utilisation de ces cellules, qu'il s'agisse de leur propagation ou de leur transfection 
par les vecteurs ou encore de la selection des cellules effectivement transferees, sont connues de I'homme 
de Cart. Certaines seront plus precisement decrrtes lors de la presentation des exemples. 

Les veTeurs necessaires pour la mise en oeuvre de ('invention peuvent revetir diverses formes. II peut s'agir 
de tout ou partie d'un genome viral et notamment du genome d'un retrovirus ou d'un plasmide ou encore d'un 
cosmide. De facon avantageuse, un plasmide est mis en oeuvre. 

Les vecteurs selon I'invention portent avec les moyens n6cessaires a leur expression une sequence d'ADN 
codant pour la dihydrofolate reductase et une sequence d'ADN codant pour un precurseur hybride de 
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rinterleukine-2 (precurseur ci-apres symboliquement designe par la notation : (ps-hGHI-interleukine-2) dont 
le pept.de-s.gnal est celui de I'un des precurseurs naturels de I'hGH imeneuwne 2) dont 

na^T c ° rre ?P? ndant au Peptide-signal peut avoir rune des sequences que permet la 

degenerescence du code genetique : un meme acide amine - hormis la methionine - pouvJelre cXw 

corrfspo^an, P * " °° " *** P ° Ur ChaCun des 26 cod °" s - ^minllui 

Lesdites sequences d'ADN peuvent etre incluses dans une meme unite depression D'une maniere 
10 7™?^"™ ChaCU " e aPPartient * Une mm d ' ex P"^°" autonome. Les moyens nLessa°res a ""ex P Tession 
SsSTcfn Ch0,S ' S Pa t rmi ^ ra,emen • P°- 'a construction de vecteurs destines a 

la transection de ce lules eucaryotes. D'une maniere preferee. ils sont issus du genome du virus SV40 a oarhY 
^e peuve„ no,» etre preparees des sequences d'ADN incluant en particu^ le pSmoTeu 
precoce, et/ou le s,gnal precoce de polyadenylation (Fiers, W. (1978) Nature 273 113-120) ,6Ur 

15 V^:Z "art" ^ VeC,eUrS Se, ° n '' inVenti0n Vt aPPe ' * d6S ,eChn '" C ' ues main,e " 3 "< «** connues de 
II doit etre note qu'en ce qui concerne la sequence d'ADN codant pour le precurseur (ps-hGH)-interleukine- 
T XlSSSS^^Pi^ C ° mptemen,aire «" 56 P- "-"P* auxtravauxd" TanTgSi. 

43^23?dP -^L ^ ' 5 „ 1 ^ enC ° re 3 ° eux de Devos - X el 31 ((1983 > Nuclei <= Acids Res 11 
i * mess "B er ^ lymphocytes-T codant pour le precurseur nature! de rinterleukine-2 cute de 
subshtuer a la sequence codant pour son peptide-skjnal une sequence codant pour le peptide stanal del'un 
des precurseurs naturels de I'hGH. ^ s ' 9nal ae 1 un 

Deux vecteurs >preferes. constats en vue de I'obtention de linterleukine-2 dorigine humaine sont l es 
^ ure 6 > e * P SV ™ 9). Hs component chacun une unite d lxpress^n £ur la dhfr 

e t une urate d expression pour un precurseur (ps-hGH)-interleukine-2. Les deux plasmideT different 
p mcpalement par la presence, la nature et la position d'introns dans les unites dWessioT > Z S 
P 0 Tnrm en h p ^ sm L de P? V 726 P°* '"iron en aval de la sequence codant pouMe pXrsTur 
iorttn^ t a ' nS ' qU in,r0n 60 3Val de 13 s ^ uence C0d3nt P° ur ' a «hfr. Le P .asmide P SV 741 

porte par contre un mtron en amont de la sequence codant pour le precurseur ( P s-hGH)-interleZine-2 et ne 
presente aucun mtron au niveau de son unite depression pour la dhfr '™erieukine 2 et ne 

JUSZHJXZ™*™ 3Ut ?- ^V' 1 ™^ 0 " c °"«*ne des lignees cellulaires selectionnees, a partir des 
, ay ^ 1 ' nCOrPOr6 VeCt6Ur Se, °" '' in ^"«°". Par culture desdites cellules dans deTm lieux 
successrfs, presentarrt I'un par rapport au precedent une concentration accrue en methotrexate On pTs^it 

f "T^" 3 ' 3Utre ,USqU ' a Ce qUe ''° n ne COnSta,e P' us une -npliflcation de la 

35 Ji tZ a^^r ° e T de '' inVenti0n * pr6sent6s ci " a P r6s - " s ne s °"' d °™es bien entendu 
35 qu a titre d illustrations et ne sont en aucun cas limitatifs. 
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Sont presentes c-apres a titre d'exemples deux vecteurs selon Invention testes en conditions 
d exp ess.on transrto.re. L'obtention de lignees cellulaires hautement productrices puis la caracteriL^de 
hnterleuk.ne-2 d'ongine humaine (ci-apres designee par Tabreviation IL-2) produUe «ont~ffSSl2 

4$ DEPRESSION TRANSITOIRE DE DEUX VFOTFURS- 

1. METHODES 

A/ CONSTRUCTION DES VECTEURS 

50 rp^-r^f^" d f VeCteUrS com P rend notamment lisolement de fragments d'ADN a laide denzymes de 
restncfon a parhr de vecteurs preexistants, la synthese par voie chimique d'oligonucleotides Tssem 
Wage-eventuellement apres modification de leurs extremites - de ces divers fragments ^en utliisa^t ^une 
enzyme telle que I ADN - ligase du bacteriophage T4, la selection par c.onage- aj rL ?rans o^a«on 
bactenenne dans Escherichia coli - des vecteurs puis leur purification iransiormat.on 

55 Elle fait appel a des techniques bien connues de I'homme de l art 

Ces techniques sont decrites dans I'ouvrage intitule Molecular Clon ing : a Laboratory Manual de Maniatis T- 
et al pubhe en 1982 par les Editions Cold Spring H arbor Press a New York ( ™%" ,anua, tieMan '*< s -^ 

™™?», em ! >le des t enzvmes de restriction necessaires a la construction des vecteurs ci-apres presentes est 
commercialise notamment par la Societe New England Biolabs (EUA) presentes est 

60 L'ADN-ligase du bacteriophage T4 est disponible aupres de la Societe New England Nuclear (EUA) 

ete adojfee" " ** * '' aid6 d6S fi9Ur6S 2 3 10 P ° Ur ,est ' lJelles ,a l^ende sJivante a 
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sequence d'ADN issue du plasmide pBR 322 



sequence d'ADN issue du genome du virus 
SV 40 



10 



I y x x xx XI 



sequence d ! ADN issue du gene codant pour 
I'alpha-globine de souris 15 



1 



Hindlll 



BamHI 



sequence d'ADN constituant la sequence 
codant pour te precurseur naturel de 
l'interleukine-2 humaine ou son variant 
dont un residu alanine a ete substitue au 
residu tyrosine en position 2 
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sequence d'ADN constituant la sequence 
codant pour le precurseur (ps-hGH)-IL-2 
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sequence d'ADN codant pour la dhfr. 
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B/ OBTENTION D'UNE SEQUENCE D'ADN CODANT POUR LE PRECURSEUR NATUREL DE 
L'INTERLEUKINE-2 D'ORIGINE HUMAINE 

Un ADN complementaire a I'ARN messager codant pour le precurseur de IML-2 isole a partir de 
lymphocytes-T humains a ete clone. 

La sequence nucleotidique, ainsi obtenue, !es nucleotides etant regroupes par codons a ia hauteur 
desquels on a porte les acides amines du precurseur leur correspondant, est incluse dans la sequence d'ADN 
(brin 5'-+3') presentee a la figure 1. 

C/ MISE EN OEUVRE PES CELLULES EUCARYOTES 

a. Choix. 

Le choix s'est porte sur la souche DXB11 de cellules CHO DHFR- selectionnee par Urlaub, G. et Chasin, L. 
({1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77, 4216-4220). 

b. Mode operatoire pour I'expression transitoire. 

Le protocole decrit par Sompayrac, L. et Danna, K. ((1981 ) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78, 7575) a ete mis en 
oeuvre. 

Pour chaque essai : 5.10 s cellules sont ensemencees dans une boite de Petri de 6 cm de diametre 
contenant 5 ml de milieu alpha-MEM (Gibco, E.UA.) additionne a raison de 5 0/0 (v/v) de serum foetal de veau 
(Gibco). 

Apres 24 heures d'incubation a 37° C, les cellules sont lavees avec 5 ml de tampon PBS (R. Dulbecco et M. 



45 



50 



55 



60 



65 



5 



EP 0 307 285 A1 



Vogt, J. Exp. Med. 99 (1954) 167) puis recouvertes de 1 ml de milieu alpha-MEM additionne de 0,05 M de tris 
(hydroxymethyl) aminomethane - HCI (ou tris-HCI) a pH 7,3, de 0,2 mg de DEAE dextran de 500 000 daJtons 
(Sigma, EVA.) et de 10 u.g d'ADN plasmidique. 
Et on procede a une incubation de 7 h a 37° C a Tissue de Jaquelte les cellules sont lavees avec 5 ml de 
5 tampon PBS puis recouvertes de 5 ml de milieu alpha-MEM additionne, a raison de 2 o/o (v/v) de serum foetal 
de veau. 

Les cellules sont alors placees en incubation a 37° C pendant 4 jours. Le milieu de culture est ensuite 
recueilli et sert a une mesure de I'activite de type IL-2. 

10 D/ MESURE DE L'ACTIVITE DE TYPE IL-2 

On mesure I'activite biologique des milieux de culture recueillis tels qu'au paragraphe C/b - selon le test 
colorimetrique de Mosrnann, T. (1983) J. Immunol. Methods, 65, 55-63) - sur la proliferation de la lignee de 
lymphocytes-T de souris IL-2- dependante CTLL-2 (Baker, P. et al (1979) J. Exp. Med., 149, 173). A titre de 
temoin, la preparation de reference decrite dans Lymphokine Research ((1984), 4, 193-227) est utilisee. 

15 

2. PLASMIDE PSV 726 
A/ CONSTRUCTION 

La construction du plasmide pSV 726 a pour point de depart le plasmide pSV 700 (figure 2). 
20 Le plasmide pSV 700 resulte de ('assemblage de 5 fragments d'ADN : 

- Un fragment Pvufl - Hindlll de 342 paires de bases (ci-apres pb) issu du genome du virus SV 40 (Fiers, W. 
(1978) Nature, 273, 113-120), et contenant le promoteur precoce de ce virus. 

- Un fragment Hindlll - BamHI de 504 pb (figure 1) contenant une sequence d'ADN codant pour le precurseur 
naturel de l'IL-2 tel que synthetise dans les lymphocytes humains. 

25 - Un fragment BamHI - Ball de 305 pb issu du gene de Talpha-globine de souris (Nishioka, Y. et Leder, P. (1979) 
Cell, 18, 875-882), et qui contient I'intron distal de ce gene. 

- Un fragment Hpal - BamHI de 133 pb issu du genome du virus SV 40 et contenant le signal precoce de 
polyadenylation de ce virus. 

- Un fragment BamHI - Pvull de 2672 pb issu du plasmide pBR 322 (Bolivar, P. (1977) Gene, 2, 95-1 13). 

30 La sequence de nucleotides AGCTTCCACAATGTACAGG situee a I'extremite 5' du brin codant du fragment 
Hindlll - BamHI (figure 1) est ensuite remplacee par la sequence synthetique AGCTTCCACCATGGCTAGG de 
maniere a disposer, au niveau des nucleotides encadrant le codon ATG, d'une sequence conforme a la 
sequence consensus CCACCATGG dScrite par Kozak, M. ((1984) Nucleic Acids Res., 12, 857-872). Le 
plasmide pSV 703 est ainsi obtenu (figure 3). 

35 Le segment d'ADN compris entre les sites de restriction Hindlll et HgiAl situ 6 dans la partie amont du 
segment Hindlll - BamHI (dont le brin 5' — 3' est represents sur la figure 12) du plasmide pSV 703 et contenant 
la sequence correspondent au peptide-signal modifie (il comporte un residu alanine en position 2 au lieu du 
residu tyrosine en raison de I'adoption d'une sequence conforme a la sequence consensus de Kozak) du 
precurseur naturel de l'IL-2 et au premier acide amine de l'IL-2 mature, est ensuite remplace par un 

40 oligonucleotide double-brin synthetique dont le brin codant 5' — - 3' est represents a la figure 11. 

Cette sequence synthetique code a partir de son neuvieme nucleotide pour le peptide-signal de I'un des 
precurseurs naturels de I'hGH (la sequence en acides amines de ce peptide-signal est portee sur la figure 11, 
chaque acide amine etant en regard du codon lui correspondant), ci-apres note peptide-signal de I hGH, et 
pour le premier acide amine de l'IL-2 mature. 

45 Le plasmide obtenu est le plasmide pSV 706 (figure 4). Son segment Hindlll-BamHI qui porte la sequence 
codant pour le precurseur (ps-hGH)-IL-2, est represents sur la figure 13. 

Enfin, le fragment compris entre tes sites de restriction EcoRI et EcoRV de 185 pb du plasmide pSV 706 est 
remplace par un fragment Pvull-EcoRI de 2677 pb issu du plasmide pSV2-dhfr (Subramani, S. et al (1981) 
Molecular and Cellular Biology, 1, 854-864) depose a la collection ATCC sous la reference 37146. Le plasmide 

50 obtenu est le plasmide pSV 726 (figure 6). 
Le plasmide pSV 726 contient : 

- Une unite d'expression pour le precurseur (ps-hGH)-IL-2. Cette unite a pour promoteur le promoteur 
precoce du virus SV 40 ; elle comporte, en aval de la sequence codant pour le precurseur de (ps-hGH)-IL-2, 
une sequence qui contient le deuxieme intron du gene de Talpha-globine de souris puis le signal precoce de 

55 polyadenylation du virus SV 40. 

- Une unite d'expression pour la dhfr. Cette unite a pour promoteur le promoteur precoce du virus SV 40 ; elle 
comporte, en aval de la sequence codant pour la dhfr, la sequence comprise entre tes sites Mbol en positions 
4693 et 4083 - selon la notation de Fiers, W. - sur le genome du virus SV 40 et contenant un intron pour 
I'antigene t du virus SV 40 puis le signal precoce de polyadenylation du virus SV 40. Cette unite est contenue 

60 dans le fragment Pvull-EcoRI issu du plasmide pSV2-dhfr. 

B/ AVANTAGES LIES A L'UTILISATtON DU PLASMIDE PSV 726 
Un essai comparatif a ete realise. 

Les plasmides pSV 703, pSV 720 (presente ci-apres) et pSV 726 ont ete testes dans des conditions 
65 d'expression transttoire (cf methodes). On a mesure I'activite (selon le protocole indique plus haut) de type 
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IL-2 de chaque surnageant de culture de maniere a apprecier le niveau de secretion de l'IL-2 dont sont 
capables les cellules transfectees avec chacun des plasmides. 

Le plasmide pSV 720 (figure 5) est un derive du plasmide pSV 703. II a ete obtenu en substituant au fragment 
compris entre les sites de restriction EcoRI et EcoRV de 185 pb du plasmide pSV 703 un fragment 
Pvull - EcoRI de 2677 pb issu du plasmide pSV2 - dhfr. 5 

Les plasmides pSV 720 et pSV 726 portent de ce fait la meme unite d'expression pour la dhfr. lis ne different 
que par leur sequence d'ADN respective codant pour le peptide-signal du precurseur de l'IL-2. 

Cette sequence code dans le cas du plasmide pSV 720, pour une variante du peptide-signal du precurseur 
naturel de l'IL-2 et dans le cas du plasmide pSV 726 pour le peptide-signal de I'hGH. 

Le tableau 1 ci-apres presente les resultats de cet essai: 10 

TABLEAU 1 



PLASMIDE 


ACTMTE IL-2 (U/ml) 


pSV 703 


228 ± 112 


pSV 720 


34 ± 29 


pSV 726 


153 ± 68 



15 



Ce tableau montre la chute de secretion - en conditions d'expression transitoire - liee a Introduction dans 20 
un plasmide (pSV 703) d'une unite d'expression pour la dhfr (plasmide pSV 720). II indique de maniere nette 
que la substitution a la sequence codant pour le variant du peptide-signal du precurseur nature! de l'IL-2 de la 
sequence codant pour le peptide-signaJ de I'hGH (plasmide pSV 726) permet d'ameliorer de maniere 
significative le niveau de secretion et meme de retrouver un niveau sensiblement equivalent a celui determine 
pour le plasmide d'origine (plasmide pSV 703). 25 

3. PLASMIDE PSV 741 

A/ CONSTRUCTION 

La construction du plasmide pSV 741 a pour point de depart le plasmide pSV 739 (figure 7). 30 
Le plasmide pSV 739 resulte de 1'assemblage de 5 fragments d'ADN : 

- Un fragment EcoRV-Bgll de 777 pb issu du genome du virus SV 40 et contenant une partie du promoteur 
precoce du virus SV 40. 

- un fragment Bgll-Pstl de 239 pb issu du plasmide pM (Okayama, H. et Berg, P. (1983) Molecular and Cellular 
Biology, 3, 280-289) et contenant la partie manquante dans le fragment EcoRV-Bgll du promoteur precoce du 35 
virus SV 40 et les 2 introns de TARN messager tardif 19 S de la proteine VP2 et de TARN messager tardif 16 S 

de la proteine VP1 (Hers, W. (1978) Nature 273, 113-120). 

- Un fragment Pstl-BamHI de 525 pb constitue du fragment Hindlll-BamHI de 521 pb du plasmide pSV 706 (cf 
figure 13) allonge d'un linker Pstl-Hindlll ; ce fragment contient la sequence d'ADN codant pour le precurseur 
(ps-hGH)-IL-2. 40 

- Un fragment Bcll-EcoRI de 988 pb issu du genome du virus SV 40 et contenant le signal precoce de 
polyadenylation de ce virus. 

- Un fragment EcoRI-PvulI de 2295 pb issu du plasmide pBR 322. 

Le plasmide pSV 741 (figure 9) est obtenu en substituant au fragment BamHI-EcoRI du plasmide pSV 739 un 
fragment Pvull-EcoRI resultant lui-meme de I'assemblage d'un fragment Bcll-EcoRI de 988 pb issu du genome 45 
du virus SV 40 et contenant le signal precoce de polyadenylation de ce virus et d'un fragment Pvull-Bglll de 
1103 pb issu du plasmide pSV2-dhfr. 

Le plasmide pSV 741 contient : 

- Une unite d'expression pour le precurseur (ps-hGH)-IL-2. Cette unite a pour promoteur le promoteur 
precoce du virus SV 40. Elle comporte , en amont de la sequence codant pour le precurseur de l'IL-2, une 50 
sequence constituee de deux introns du virus SV 40 et, en aval de cette sequence, le signal precoce de 
polyadenylation du virus SV 40. 

- Une unite d'expression pour la dhfr. Cette unite comporte !e promoteur precoce du virus SV 40, une 
sequence d'ADN codant pour la dhfr et, en aval de cette sequence, sans intron intermediate, le signal precoce 

de polyadenylation du virus SV 40. 55 

B/ AVANTAGES LIES A L'UTILISATION DU PLASMIDE PSV 741 
Un essai comparatif a ete realise. 

Les plasmides pSV 739, pSV 741 et pSV 742 (cf ci-apres) ont ete testes dans des conditions d'expression 
transitoire (cf methodes). 60 

On a mesure (selon le protocole indique plus haut) Pactivite de type IL-2 de chaque milieu de culture de 
maniere a apprecier le niveau de secretion de l'IL-2 dont sont capables les cellules transfectees avec chacun 
des plasmides. 

Le plasmide pSV 742 (figure 10) a ete construit a partir du plasmide pSV 739. 

On a remplace le fragment Hindlll-Xbal de 260 pb du plasmide PSV 739 (figure 13) par le fragment 65 
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Hindll I-Xbal de 244 pb (figure 12) du plasmide pSV 703 (figure 3). Le plasmide obtenu est ie ptasmide pSV 740 
(figure 8). 

Le ptasmide pSV 742 a ete obtenu en substituant au fragment EcoRi-BamHI du plasmide pSV 740 un 
fragment Pvull-EcoRI resultant tui-meme de ('assemblage d'un fragment Bglll-Pvull de 1103 pb issu du 
5 plasmide pSV2-dhfr et d'un fragment EcoRI-Bctl de 988 pb issu du genome du virus SV 40 et contenant le 
signal precoce de polyadenylatton de ce virus. 

Les plasmides pSV 741 et pSV 742 portent de ce fait la meme unite depression pour la dhfr. lis ne different 
que par la composition de leur sequence d'ADN respective codant pour le peptide-signal du precurseur de 
riL-2. Cette sequence code dans le cas du plasmide PSV 742 pour une variante du peptide-signal du 
10 precurseur naturel de TIL-2 et dans le cas du plasmide pSV 741 pour le peptide-signal de I'hGH. 
Le tableau 2 ci-apres presente les resultats de cet essai : 



25 



TABLEAU 2 



PLASMIDE 


ACTMTE IL-2 (U/ml) 


pSV 740 


171 ± 10 


pSV 741 


46 ± 4 


pSV 742 


7 ± 2 



15 



20 Ce tableau montre la chute de secretion - en conditions d 'expression transitoire - liee a ('introduction dans 
le plasmide PSV 740 d'une unite d'expression pour la dhfr (plasmide pSV 742). II indique de maniere nette que 
la substitution de la sequence codant pour un variant du peptide-signal du precurseur naturel de HI-2 par une 
sequence codant pour le peptide-signal de I'hGH (plasmide pSV 741) permet d'ameliorer de maniere 
significative le niveau de secretion d'IL-2. 



II. OBTENTION DE LIGNEES CELLULAIRES HAUTEMENT PRODUCTRICES. 



Des cellules CHO DHFR- de la souche DXB11 ont ete transfectees avec Tun ou I'autre des plasmides pSV 
726 etpSV741. 

Le mode operatoire decrit par Graham. F. et Van der Eb, A. ((1973) Virology, 54. 536-539) a ete suivi. 
30 Les cellules sont tout d'abord propagees dans du milieu alpha-MEM (Gibco) additionne, a raison de 10 % 

(v/v) de serum foetal de veau, de 20 u,g/ml de gentamycine, de 60 jig/ml de tylocine et de 300 jig/ml de 

L-glutamine (ci-apres milieu non selectif). 
Apres une phase de lavage, les cellules ensemencees la veille - a raison de 0,8 10 6 pour une boTte de Petri 

de 10 cm de diametre - sont recouvertes de milieu non selectif et Ton ajoute 10 (ig de Tun des plasmides en 
35 pr6sence de phosphate de calcium mais sans ADN de sperme de saumon. Des cellules ainsi preparees sont 

incubees 7 heures a 37° C. 
Les cellules sont ensuite cuttivees dans du milieu alpha-MEM additionne, a raison de 5 % (v/v), de serum 

foetal de veau pendant 3 jours a 37° C. A Tissue de cette incubation, elles sont reparties a raison de 5.10 s 

cellules par botte, dans des boTtes de Petri contenant du milieu qui, constitue de milieu essentiel minimum 
40 contenant en outre des sets, est commercialise par la Societe Gibco sous la reference 041-1095 ; ce milieu est 

ici utilise additionne de serum foetal de veau dialyse Gibco (10 <Vo v/v), de gentamycine (20 ng/ml), de tylocine 

(50 u.g/ml), de L-glutamine (300 u.g/ml) et de L-proline (150 jig/ml). Ce milieu ainsi complete constitue le milieu 

selectif cite ci-apres. 

Les cellules ainsi preparees sont incubees a 37° C pendant 2 semaines en renouvelant fe milieu selectif tous 
45 les 3 jours. Les colonies observees a Tissue de cette incubation sont en principe issues de cellules ayant 
effectivement incorpore un ptasmide. Ces colonies sont prelevees et remises en culture separement dans du 
milieu selectif et testees par une mesure de Tactivite de type tL-2 pour s'assurer de leur aptitude a produire de 
TIL-2. 

C'est ainsi qu'apres transfection ont pu etre isolees et se sont revelees positives 347 colonies avec le 
50 plasmide pSV 726. 

Les colonies les plus productrices (35 000 a 50 000 unites d'lL-2/ml mesurees au bout de 4 jours, en partant 
d'une population initiate de 4.10 s cellules) ont ete mises en culture. Les cellules ont ete repiqu6es 
successivement dans 4 preparations de milieu selectif presentant Tune par rapport a la precedence une 
concentration accrue (0.02. 0,05, 0,1 puis 0,2 jiM) en methotrexate (amethopterin, Sigma) de la maniere 
55 decrite par Alt. F. et al ((1978) Journal of Biological Chemistry, 253, 1357-1570). 

A Tissue de cette phase operatoire, plusieurs lignees hautement productrices ont pu etre selectionnees. 

C'est ainsi que la lignee 109.12 transfectee avec le plasmide pSV 726 est capable d'un niveau de secretion 
d'IL-2, apres 4 jours de culture, exprime en terme d'activite, de 250 000 unites/ml. 

60 111. CARACTERISATION DE L'IL-2 SECRETEE PAR LES LIGNEES 

La mise en culture a plus grande echelle des lignees hautement productrices decrites au paragraphe II a 
permis de disposer, par traitement des surnageants de culture, apres separation des autres constituants, de 
la proteine secretee par les cellules en quantite suffisante pour en permettre la caracterisation. 

65 
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-I 10 
ALa-Pro-Thr-Ser-Ser-Ser-Thr-Lys-Lys-Thr 



Revendications 
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1. PURIFICATION DE L'IL-2 
L'IL-2 est purifiee a partir d'un litre de surnageant de culture. 

On procede tout d'abord a une concentration et a une premiere purification en soumettant le surnageant a 
une chromatographie d'echange d'ions sur une colonne d'agarose Sepharose n (S-Fast Flow - Pharmacia 
Fine Chemical - Suede) prealablement equilibree avec de Tacetate d'ammonium 0.05 M a pH 4,5. L elution est 
realisee a I'aide d'acetate d'ammonium 0.05 M (pH 5.5) additionne de NaCI de molarite 0,05 M puis 0.5 M. 

Les fractions eluees, qui s'averent biologiquement actives d'apres une mesure de leur activite de type IL-2, 
sont rassemblees et leur pool est soumis a une chromatographie liquide a haute pression sur une colonne de 
phases inversees. Le support choisi est un gel de silice greffee en C 3 . La colonne a pour dimensions : 1,0 x 

25 l?ehJtion est realisee, avec un gradient lineaire d'acetonitrile variant de 5 a 100 o/o (v/v) dans une solution 
dans I'eau a 0,1 <Vb (v/v) d'acide trifluoroacetique, en 80 min avec un debit de 4 ml/min. 

Les fractions eluees, biologiquement actives, sont rassemblees et leur pool est soumis a une 
chromatographie de meme type que celle ci-dessus realisee, dans des conditions notamment dilution 
identlques, sur un gel de silice greffee en Cia dans une colonne de dimensions : 2.1 x 10,0 cm. 15 

Le pool des fractions eluees recueillies lors de cette chromatographie, biologiquement actives, et 
presentant, d'apres les resultats d'une electrophorese sur gel de polyacrylamide en presence de 
dodecylsulfate de sodium (Uemli, (1970) Nature, 277, 680-685). une purete en IL-2 supeneure a 95 o/ 0 
constitue le materiel sur lequel est effectuee la caracterisation de i'IL-2. 

20 

2 CARACT ERISATION DE L'IL-2 PAR DETERMINATION DE LA SEQUENCE AMINO-TERMINALE 

Les echantillons a traiter sont portes a la surface d'un filtre de bromure d'hexadimethrine (ou polybrene). Le 
filtre est introduit dans un sequenceur de proteines (modele 470 A commercialise par la Societe Applied 
Biosystems (E.U.A.)) 6quipe d'un chromatographe (Modele 130A - Applied Biosystems) qui analyse in fine les 
derives phenylthiohydantoiques formes. ....... . ^ ♦ ■ 25 

Les resultats de cette determination sont en accord avec la sequence deja pubiiee pour le produit naturel 
(Robb, R. et a! (1984) Proc. Natl Acad. Sci. U.S.A., 81. 6486-6490). 
Cette sequence s'ecrit pour ses dix premiers acides amines : 



30 



35 



L'alanine est le seul residu detecte en position N-terminale. Cela apporte la confirmation que le precurseur 
(Ds-hGH)-ll-2 a ete correctement coupe lors de la secretion. 

En conclusion, ces exemples mettent bien en evidence I'interet de invention qui permet une utilisation 
orobante pour la production d'interleukine-2 de ceHuIes eucaryotes en mettant a profit les qualrtes propres au 40 
systeme de selection et/ou d 'amplification se fondant sur la transfection des cellules par un vecteur portant, 
avec les moyens necessaires a son expression, une sequence codant pour la dihydrofolate-reductase. 



45 



1 Cellules eucaryotes productrices d'interleukine-2, caracterisees en ce qu'elles contiennent, avec les 
moyens necessaires a leur expression, une sequence d'ADN codant pour la dihydrofolate reductase et ^ 
une sequence d'ADN codant pour un precurseur hybride de l'interleukine-2 dont le peptide-signal est 
celui de Tun des precurseurs naturels de Thormone de croissance humaine. 

2 Cellules eucaryotes selon la revendication 1, caracterisees en ce que la sequence d ADN codant 
pour le precurseur hybride est la sequence d'ADN codant pour Tinterleukine-2 d'origine humaine dont le 
peptide-signal est celui de I'un des precurseurs naturels de I'hormone de croissance humaine. 55 

3. Cellules eucaryotes selon I'une des revendications 1 ou 2, caracterisees en ce qu'elles sont des 
cellules CHO. 

4 Procede d'obtention des cellules eucaryotes productrices d'interleukine-2 selon I'une quelconque 
des revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il consiste a transferer des cellules eucaryotes a I' aide 
d'un vecteur portant a la fois, avec les moyens necessaires a leur expression, une sequence d ADN 60 
codant pour la dihydrofolate reductase et une sequence d'ADN codant pour un precurseur hybride de 
l'interleukine-2 dont le peptide-signal est celui de I'un des precurseurs naturels de I'hormone de 
croissance humaine. puis a selectionner ensuite les cellules transferees productrices d'mterteukine-2 
par culture dans des milieux successifs presentant I'un par rapport au precedent une concentration 
accrue en methotrexate. 65 
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5. Proc6de seton la revendication 4, caracterise en ce que les cellules eucaryoles sont des cellules 
CHO. 

6. Proced§ selon Tune des revendications 4 ou 5, caracterise en ce que le vecteur porte une seule 
unite d'expression pour la dihydrofolate reductase et le precurseur de l'interleukine-2. 

5 7. Procede selon Tune des revendications 4 ou 5, caracterise en ce que le vecteur porte deux unites 

d'expression distinctes, Tune pour la dihydrofolate reductase et I'autre pour le precurseur de 
l'interleukine-2. 

8. Procede selon Tune quelconque des revendications 4 a 7, caracterise en ce que le precurseur 
hybride est la sequence d'ADN codant pour Hnterleukine-2 d'origine humaine dont le peptide-signai est 

10 celui de Tun des precurseurs naturels de I'hormone de croissance humaine. 

9. Procede selon Tune quelconque des revendications 4 a 8, caracterise en ce que le vecteur a les 
caracteristiques de Tun des plasrnides pSV 726 et pSV 741 . 

10. Vecteur d'expression caracterise en ce qu'il porte, avec les moyens necessaires a leur expression, 
une sequence d'ADN codant pour la dihydrofolate reductase et une sequence d'ADN codant pour un 

15 precurseur hybride de l'interleukine-2 dont le peptide-signai est celui de I'un des precurseurs naturels de 

Thormone de croissance humaine. 

1 1 . Vecteur selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il porte une seule .unite d'expression pour la 
dihydrofolate reductase et le precurseur de l'interleukine-2. 

12. Vecteur selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il porte deux unites d'expression distinctes, 
20 Tune pour la dihydrofolate reductase et I'autre pour le precurseur de l'interteukine-2. 

13. Vecteur selon Tune quelconque des revendications 10 a 12, caracterise en ce qu'il a les 
caracteristiques de I'un des plasrnides pSV 726 et pSV 741 . 

14. Procede d'obtention d'interteukine-2 consistant a mettre en culture des cellules eucaryotes 
productrices d'interleukine-2, a recueilfir le milieu de culture et a separer des autres constituants 

25 l'interleukine-2 contenue dans (edit milieu, caracterise en ce que les cellules mises en culture sont issues 

de cellules eucaryotes transferees a I'aide d'un vecteur portant a la fois, avec les moyens necessaires a 
leur expression, une sequence d'ADN codant pour la dihydrofolate reductase et une sequence d'ADN 
codant pour un precurseur hybride de l'interleukine-2 dont le peptide-signai est celui de I'un des 
precurseurs naturels de I'hormone de croissance humaine, puis selectionnees par culture dans des 

30 milieux successifs presentant Tun par rapport au precedent une concentration accrue en methotrexate. 

15. lnterieukine-2 obtenue par le procede selon la revendication 14. 



35 
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FIG.1 



-20 

Met Tyr Arg Met Gl?I Leu Leu Ser Cys Ile Ala 
5' AGCTTCCACA ATG TAC AGG ATG CAA CTC CTG TCT TGC ATT GCA 

-1 1 

Leu Ser Leu Ala Leu Val Thr AsN Ser Ala Pro Thr Ser Ser Ser 
CTA AGT CTT GCA CTT GTC ACA AAC AGT GCA CCT ACT TCA AGT TCT 

Thr Lys Lys Thr Gl?I Leu GlN Leu Glu His Leu Leu Leu Asp Leu 
ACA AAG AAA ACA CAG CTA CAA CTG GAG CAT TTA CTT CTG GAT TTA 

GlN Met Ile Leu AsN Gly Ile AsN AsN Tyr Lys AsN Pro Lys Leu 
CAG ATG ATT TTG AAT GGA ATT AAT AAT TAC AAG AAT CCC AAA CTC 



Thr Arg Met Leu Thr Phe Lys Phe Tyr Met Pro Lys Lys Ala Thr 
ACC AGG ATG CTC ACA TTT AAG TTT TAC ATG CCC AAG AAG GCC ACA 



Glu Leu Lys His Leu GlN Cys Leu 6lu Glu Glu Leu Lys Pro Leu 
GAA CTG AAA CAT CTT CAG TGT CTA GAA GAA GAA CTC AAA CCT CTG 



Glu Glu Val* Leu AsN Leu Ala GlN Ser Lys AsN Phe His Leu Arg 
GAG GAA GTG CTA AAT TTA GCT CAA AGC AAA AAC TTT CAC TTA AGA 



Pro Arg Asp Leu Ile Ser AsN Ile AsN Val Ile Val Leu Glu Leu 
CCC AGG GAC TTA ATC AGC AAT ATC AAC GTA ATA GTT CTG GAA CTA 



Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr 
AAG GGA TCT GAA ACA ACA TTC ATG TGT GAA TAT GCT GAT GAG ACA 



Ala Thr Ile Val Glu Phe Leu AsN Arg Trp Ile Thr Phe Cys GlN 
GCA ACC ATT GTA GAA TTT CTG AAC AGA TGG ATT ACC TTT TGT CAA 

133 

Ser Ile lie Ser Thr Leu Thr 

AGC ATC ATC TCA ACA CTG ACT TGA TAATTAAGTGCTTCCCACTTAAAACATATCAG V 
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EcoRI 





AGCTi CCACC ATGGCTAGG ( Bol l) 



Bom HI I « rvuD -) 
(Hpol) (EcoRY) 
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FIG. 11 



Met Ala Thr Gly Ser Arg Thr Ser J,eu 
5' A6CTTACC . AT6 6CT ACA 6GC TCC CGG ACG TCC CTG 

Leu Leu Ala Phe Gly Leu Leu Cys Leu 
CTC CTG GCT TTT GGC CTG CTC TGC CTG 

Pro Trp Leu Gln Glu Gly Ser Ala Ala 3' 
CCC TGG CTT CAA GAG GGC AGT GCT GCA 
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FIG. 12 

-20 

MtT Ala Arg Met GlN Leu Leu Ser Cys Ile Ala 
5' A AGCTTCCACC ATG GCT A66 AT6 CAA CTC CT6 TCT TGC ATT GCA 

Hindi! _! i 

Leu Ser Leu Ala Leu Val Thr AsN Ser Ala Pro Thr Ser Ser Ser 
CTA AGT CTT GCA CTT GTC ACA AAC AGT GCA^CCT ACT TCA AGT TCT 

HgiAI 

Thr Lys Lys Thr GlN Leu GlN Leu Glu His Leu Leu Leu Asp Leu 
ACA AAG AAA ACA CAG CTA CAA CTG GAG CAT TTA CTT CTG GAT TTA 

GlN Met Ile Leu AsN Gly Ile AsN AsN Tyr Lys AsN Pro Lys Leu 
CAG ATG ATT TTG AAT GGA ATT AAT AAT TAC AAG AAT CCC AAA CTC 



Thr Arg Met Leu Thr Phe Lys Phe Tyr Met Pro Lys Lys Ala Thr 
ACC AGG ATG CTC ACA TTT AAG TTT TAC ATG CCC AAG AAG GCC ACA 



Glu Leu Lys His Leu GlN Cys Leu Glu Glu Glu Leu Lys Pro Leu 

GAA CTG AAA CAT CTT CAG TGT CTA GAA GAA GAA CTC AAA CCT CTG 

Xbal 

Glu Glu Val Leu AsN Leu Ala GlN Ser Lys AsN Phe His Leu Arg 

GAG GAA GTG CTA AAT TTA GCT CAA AGC AAA AAC TTT CAC TTA AGA 



Pro Arg Asp Leu Ile Ser AsN Ile AsN Val Ile Val Leu Glu/Leu 
CCC AGG GAC TTA ATC AGC AAT ATC AAC GTA ATA GTT CTG GAA CTA 



Lys Gly Ser bLU Thr Thr Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr 
AAG GGA TCT GAA ACA ACA TTC ATG TGT GAA TAT GCT GAT GAG ACA 



Ala Thr Ile Val Glu Phe Leu AsN Arg Trp Ile Thr Phe Cys GlN 
GCA ACC ATT GTA GAA TTT CTG AAC AGA TGG ATT ACC TTT TGT CAA 

133 

Ser lie Ile Ser Thr Leu Thr 

AGC ATC ATC TCA ACA CTG ACT TGA TAATTAAGTGCTTCCCACTTAAAACATATCAG V 
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FIG. 13 

Met Ala 
5' A AGCTTACC AT6 GCT 

T HR Gl y Ser Arg Thr Ser Leu Leu Leu Ala Pme Gly Leu Leu Cys 
ACA GGC TCC CGG ACG TCC CTG CTC CTG GCT TTT GGC CIG CTC TGC 

-l i 

Leu Pro Trp Leu Gln Glu Gly Ser Ala Ala Pro Thr Ser Ser Ser 
CTG CCC TGG CTT CAA GAG GGC AGT GCT GCA CCT ACT TCA ACT TCT 

Thr Lys Lys Thr GlN Leu GlN Leu Glu His Leu Leu .Leu Asp Leu 
AC A AAG AAA ACA CAG CTA CAA CTG GAG. CAT TTA CTT CTG GAT TTA 

GlN Met 1 l e Leu AsN Gly Ile AsN AsN Tyr Lys AsN Pro Lys Leu 
CAG ATG AIT TTG AAT GGA ATT AAT AAT TAC AAG AAT CCC AAA CTC 



Thr Arc Met Leu Thr Phe Lys Phe Tyr Met Pro Lys Lys Ala Thr 
ACC AGG ATG CTC ACA TTT AAG TTT TAC ATG CCC AAG AAG GCC ACA 



Glu Leu Lys His Leu GlN Cys Leu Glu Glu Glu Leu Lys Pro Leu 

GAA CTG AAA CAT CTT CAG TGT^CTA GAA GAA GAA CTC AAA CCT CTG 

Xbal 

Glu Glu Val Leu AsN Leu Ala GlN Ser Lys AsN Phe His % Leu Arg 

GAG GAA GTG CTA AAT TTA GCT CAA AGC AAA AAC TTT CAC TTA AGA 



Pro Arg Asp Leu Ile Ser AsN Ile AsN Val Ile Val Leu Glu Leu 
CCC AGG GAC TTA ATC AGC AAT ATC AAC GTA ATA GTT CTG GAA CTA 



Lys Gly Ser ulu Thr Thr Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr 
AAG GGA TCT, GAA- ACA ACA TTC ATG TGT GAA TAT GCT GAT GAG ACA 



Ala Thr Ile Val Glu Phe Leu AsN Arg Trp Ile Thr Phe Cys GlN 
GCA ACC ATT GTA GAA TU CTG AAC AGA TGG ATT ACC TTT TGT CAA 

133 

Ser Ile lie Ser Thr Leu Thr 

AGC AIC ATC TCA ACA CTG ACT TGA TAATTAAGTGCTTCCCACTTAAAACATATCAG 3' 
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ds Res.), [ Z.8 5 7 - 8 7 Z]iaotid« 
infc3>*>*^EWCCACCATCCi:- 

CCACCATCCCTACCr*2lft?n5. C 
nii/5^i KpSV 7 0 3 (3*. 3 E))*4*. £ . 

7*7*i KpSV 7 0 3 Ot/>>h 
H ind ID - B aaH I (t © 5 * - 3 ' * Y v > K £ 3* 
1 2B)U*-r)0J:ft63#i-&2IU Aol L - 
2©*«»lEt*©*to>i''*-*'^ :7 '* KU©> 

+ - • x> K • -trA/5 - • > W * o i> - 
(Molecular and Cellular Biology), 1.8 5 
4-864]^?>*^*iS 2 6 7 7 bp077/> 
>hPvuO-EcoR I T?Slft3ft*. 

7*7 * i KpS V 7 2 6 (ifc© (> ©fcSC. 
fBffi*(ps-hG H ) - I L-2©fc*£>©&3i 

V 4 0 OfflJHffiittjW^ft 6. -tn«(pi-h 
CH)- I L - 2©wSi(fc£3 — KtifiM 
©Toft. 7»7A0 7^7 7-/olf>0iBe 
^fl53!2-<>J'oy^&6*K?t|^J:c;sv4 
0 ©l*JW# V 7 f^JMt > A/^^C. & 
it/ 

dhfr©/t*!>©l££*tt. C ©#&!**© 7* o 

t _^_tLtSV4 0©t*JJH7*o*-£- 
ifiti. dhrr*3- Kt6KW« 

TifcSk SV4 0fi)ynJ:i:/^ , J^ 7 * 
7 - X(W. F iers)©/ *K *ftl/ttE 4 6 
9 3i4 0 8 3 icfcl** Mbo [ &EfL1©fc?i| 
£St;/><, tOfiMtt S V 4 0 ©tKBM 's 



^1^^1-165373 (8) 

JK]ff*(cfiSB 1 L - 2 ©#-7 i y»tM(t^5(E 
JfiJ -4- £ t H i od HI t H g i A I © $416 91 & © R8 © D 
NAt/^Hi, *© 5'-* 3' =»- KS*A<Sfl 

t i Hic**n*£i£*nfcr*(a*y ? ^ 

C©&/£K?'Jli*© 9»B©??U**K*£ 
hC H©X«mHBtt© 1 8© > y + fr'l'?* K(C 
© > r+Zs*?* K©7 ; ^ ttKMWSP 1 I BU 
TFjn, S7;y«li»lCt53K>«)il:*5) 

J: tffi£.tt 1 L-2«a-7;y«*3-l : t«, 

Kii 7 7 * i KpS V 7 0 6 C3P 
4 H)-C*5. fiOE»(i(ps-hC H)- I L - 2 * 
3-Kt4KW*St4*/> > KHindOI-Ba 
«H I -£3f£ 1 3 Elicit. 

fl&M, 7*7 * i KpS V 7 0 6 ©1 85 bp© 

e cor i t ecor v© areas tana© 7^/^ 

I* , ATCC^?->3>CN0.37 I 4 5t 
L XtfX 3 hti' 4 . 75*i KpSV-dhfrfx 
X-Xy^-CS.S ubraoani) (19 8 1), 

K o V * £ * , fc^CfS V4 o © to Wl # y 7 
^-/uft^/^^^r^O. c©m&ii7*7* 
£ KpS V 2 -dhfrA^3?^Hi77/> V 
K P uv fl - E coR I 

B / 7"7^; KpSV 7 2 6 ©ffifflUMa I 

it«a*«*ff-a fc. 

7*7 * i KpS V 7 0 3 , P SV 7 2 0 (Tiai: 
7F-T)iiiCfpSV72 6 t-HSjtllOftfrTlctt 
tt LA: Or KK*-»TF5 
>*7 x 7 V * *l*ttttA<tt£71± LttolL- 
2 5>i£5 U^/U^rSTffi-r * &i£«±©#©I 
L - 2 * Y 7«tt*«ISLfc<±I"i©:/o h 3 - 
A'l: i £ ) . 

7-5^; KpSV7 2fl(3l50)tt7*7X; Kp 
SV703©iS3?»T'*i, tnii, 7*5 x 5 K 
7 0 3 © 1 8 5 bp© EcoR 1 t E corV ©1H© 7 
j^^t, 7*7^; KpS V 2 -dhrr^bfl 
4»h5 2 6 7 7 bp© 7 7 > h PvuD - EcoR 

440- 
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*fl#U, 75 * = KpSV720i P SV72 
6 (idhfr© /i*b©(3 — ftSimta:* #1* 4. fi£li* 
lL-2©niJEi*©-> K* 3 - K1 - 

itn^nooNA « ?<]©/&-? n« *©*t* a 5, 

;OKfl(i t 7 5 * i K p S V 7 2 0 © *8£ , 
I L-20^.«flulB*0/^^'<^^K© J '< , J 
7>Ft3-Kl, KpSV 7 2 6fl>8 

hC H © : s 7 7* K* 3 - K1" 



35 I £ 



^7X; K 


I L - 2 Stt(U/«2) 


pS V 7 0 3 
pS V 7 2 0 
pS V 7 2 6 


2 2 8 ± l I 2 

3 4 ± 2 9 
t 53 + 68 



C©ati, dhfr© £*>©£##&* 75 * i K 
( P S V 7 0 3 A L tcZ t £IKJi£ Lt-^jJ 
#©&#T<c#a&©f£T*/Tl-(7 7 X £ KpSV 
7 2 0 ). **Xli, I L-2©^«iwS<*Ov^ 
* 7f- K © '< "J 7 > h * 3 - K 1" S Kfl * , 
hCHO->/+Jl"<7f K * 3 - KtifiJ'l(77 

RV-B8ll«>5Cifeaii»*J^^3£fiHVP2 

VP l 17 7*) * * 7 -f 7 - X(W . F iersX l 
9 7 8 ), * -T ^ + -(N ature), 2 7 3 , I 
l 3 - l 2 0 3 © & JW > j*^'A-RNA 
I 6S©fiOho>«SC, 2 3 9 bp©7 
7 ^> > h Bgl l . 

<; > ii - P si I - H indG I- J: o Tl£4& 3 *V 

fc77^i KpSV 7 0 6fl)52 I bp© 7 7 
/ / s Y H i nd ID - B as H I h *i 5 s 75 

> K Psl 1 - B»«H I (3P I 3 0)- - « 
77^>>MiivIffit*(Ps-hGH)- I L - 
2*3 - K * £ D N A KJ'l * & 

* © tow * 'J r Mt •> / * * * £ 1 9 

8 8 bp© 7 7/ > VHBel l - EcoR I 

75 * i KpBR3 2 2A"i**'ft42 2 9 

5 bp© 7 5// > l-EcoR I - PvuB. 
77^; KpSV7<](3!9 Ei)tf , 75 X i 



8*3 ¥1-165373 (9) 

X £ KpSV 7 2 6 )TB»t4:iia- ) t, » 
Ji;^SUKA-*iS(SU CM'tttR7*'7X; K 
(77^- KpSV 7 0 3 )C-3i»tSffl*ftfct) 
© lc H H Ifl U $ 3 U ^ JH: M 'A 1" £ - <t °J fits 

3 . 7 5 7.; KpS V 7 4 I 
A/Wft 

7 5 * ; KpS V 7 4 l ©WfiEtt 7 5 * £ KpS 
V 7 3 9 (3S 7 H)Uli L' i 4. 

75 X £ KpS V739(i5S©DNA75/ 

S V4 OOyMA^S!*^* A^oSV4 0 

«DU1H7o*-*-©-SB*£fc\ 7 7 7 bp 
CD 7 5 7 / > )- EcoR V - Bsl I , 

7 5 X £ KpL I [i-f * • 4"* "V *<H . 0 ka 

-riiijit - ■ '<-^<P.Berg)(l 9 8 3 ), 
* U + ^ 5 - • J- > K ■ -tr^5 - • ' < Y * o 
-7 - (Molecular and Cellular Biology), 
3.2 8 0- 2 89]^3?^*i, A* o , SV 
4 0©S3lW7a*-*-©75 5''; t > h Eco 

KpS V 7 3 9 07?/> >FBmH I - EcoR 
I*, 777> V hPvulI - EcoR I f Slftti 

ciiu.tiHhiK s v 4 o ©y 

f-JKfci/r + ^^S6' 9 8 8 bp© 7 y 7 / > h 
Bel l-EcoRI£757i K©pS V 2 - dhfr 
^^W^*i475y/>hPvuD-Bgl D £ A" 

7 5 X £ KpS V 7 4 I (iTZS© t> ©*&<; : 

: gnffi(*(ps- bG H ) - I L - 2 ©£#mt&. 

;©$&!* *©7o*-*-c:L-CSV4 0 
©SnJCJ7o*-*-*£1****tvtt* I L 
- 2 ©SaSHf** 3 - Kt SBHcoJt«EflB. S 
V4 0©2fi©'<'>l'°VA*'?tt*fi? l ifc* 
' CfC tOEWOTifeflP, SV4 0©tfJW]* , J7 

dhfr© fcrt©5£^mti* :«<niltiS V4 0 

©flJJO^o*-^-, dhfr* ^ - K t 5 O N 

>ho>^L©sv 4 oeomw^'^T 5 -^ 
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KpSV74 I ©CEfflUMfl L 

75 X i KpS V 7 3 9 . pS V 7 4 1 J:tfp 
S V 7 4 2 (TEglH)*-l*lt«©&fcT(:£zfc 

fc*. I L - 2 - * 7ffite*»IS 

/7^i KpS V 7 4 2 <=Jt I 0 EDtf 77 X i 
KpS V 7 3 9 ^^Wffijnt. 

m a KpS V 7 3 9 (jft I 3 ED© 2 6 0 bp 
©777;" >l*Hindi]I-X bait*. K p 

SV 7 0 3 (353 ED© 2 4 4 b P (3J 1 2 ED© 7 7 
7> > MH indUI - X ba I UiotaiftJIl/:. 
m^n^7*7^i K li 7 ? * 5 KpSV7 4 0 
8 EDT* *. 

7*7 X 5 KpS V 7 4 2li, 75 X ; KpS V 7 



pS V 7 4 1 


4 6 ± 4 


pS V 7 4 2 


7 ± 2 



COStt, dhfr© /^©Jfcsmfi* 75 X i K 
pSV 7 4 0l;iAt5Ci uOfliS Lt-«$S5 
©&#Tutf #©fi£T*?n + (77 X i KpS V 7 
4 2). tnii, I L-2©K<R65ffi(*©i'7:#- 
^^7^ K©'< 7 > h £ a - Kt 5 b 
CHOy^t^^^f K * 3 - K-T*K«(77 
x • KpS v 7 4 J )-c3Jft+S C t ic J: ~> I 
L-2##UK*£*«5u3t3-r*-£>> < «r&£ 
u z> z. tZWZfr&ftt* 

DX8 1 1 © D H F R - C H Ott&(* 77 X i 
KpS V 7 2 6 tpS V 7 4 I ©l»-f*t**"C h 5 > 
X 7 x 7 h * ft . 

x 7 * / 7^A(F.G raha«)i x - - 7 ?• • 
f^-X7"(A.Van der Eb)(( I 9 7 3 ), t' o 
a : J - CV irology), 5 4.4 3 6 - 5 3 9 )1:12 

tana*, i 0 5s(v/v)?^jfe!aiiii/(SL y>?7 



8fi?I¥l-165373 (10) 

4 0 © 7 5 7> > h EcoR I - Ba.H I £757 
> > hPvuO - EeoR I T- B Ift t S C t IC J; r> T 
»$ft6*<, &£{i75Xi KpSV2-dhfr^ 

* 99 A* ft & 1 10 3 bp© 7 7/^/hBgl II - 

pvuBtsv4 o©yy tA^i^n, a^c© 
0 ^ ^ * © to IM* 7 x - ;Mt 7 :f- £ £ , 
9 8 8 bp© 7 7 7> > h E coR I - B xc I I£© 

*tt&tc, 77X=KpSV74Ii:pSV7 4 
2 lidhfr© /^©^-©gSim&^ff-f S. S3? 
t* I L - 2©ffirH{*©i'7:*-/t^7* K* a - K 

* * * ft ? ft © d n a i£?ii © *n/£ © £ -e ji *u s © 

* r* w OEftU, 75 X i KpS V 7 4 2 
©«£, I L - 2 ©3e«Mffi*© ■> 7t-/I*'<7* 
K © ' ' y 7 > h * 3 — K L , 75* i KpSV7 

4 I ©$£•* hCHC5y^tM7f K*3-K 
t4. 



Tie©** 2 X(ic©3?ttoea**-r : 



7 5 X ; K 


IL-2 Stt(U/ B « 


pS V 7 4 0 


I 7 I ± I 0 



Y > > 2 0 s/ntf, f o>>6 0 u g/ntffc i Cf 
L -y H>9 x > 3 0 0 ii i/itt^t;, T A* 7 t 
-MEM(^7:> (C ibeo))<iaT, IP"lURW«*tfe 

isfcfrss^eT:, as i o c*©^ h y nnic o . 

ttLU, 'J >»A ^ i*©#£T"C? 7*7 ^ i K 

i Ojtc&fiD&ft. c © J: 7 ic l -cf9^n/^aia 

*3 7 1CT7B${BJi$fcf 5. 

"F^ISKlfil* 5 *(v/v)*.£t;, 7^ 
7 7-MEM43-C. fiaJS-fe'S 7 1CC3 BK««1- 

6-£'h&gB4> t£ 0 , SJSNo. 0 4 1-1 

0 9 5 T?* 7 3 (G ibco)U i-»ti|i«*nri'5, 

£te*sc< h i ) fin u , nn£ o 5 * i o'ojia 

©li&© fc©-e* * B *73XG ibeo)©a»f 

s&ierfn/flCi o v/v), y>^-r>f>>(2 o 

ut/mO. * o i/ >(5 0 m L-7;b^ 
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£ >(3 0 Otfg/BOfcitfL-ro'J >(l 5 0 
Ut/*0. J: i IcffiS LT, C <D *S id! (i . T 

C © * 9 U t T & <i ft «BI3 1* 3 7 t T? 2 iSM 

iots«Amo i ^ utaa?* n4 3o--u^ 

tJjtL I L - 2 *S4t 4fe7J J £fci21-4 fcA 
I L - 2 * -< rSttiJISti C £ U A 0 r 
X J- * ft4. 

• KpSV 7 2 6 *St4, 34 73o--£# 
JUL, IStt-C*4 C 

-235000-5000 0 mfc/ntf)* « ft L 

fc. urn* 4 a©tttf©a«»sift-caaL-caK 

(1 9 7 8 ), ■;t- + il' , *^"^* 0 ' :, *J 1 ' 

t^«)t7?pH4 . 5 lc ¥»r ft U * 7 r a - ( S 
epbarose)(iSt3)7 ^d-X(xX-7t^ F7o 
<y-'7Tfl> r *-s7 • 770-y;AA'(P haraa 
cia Fine Cheaical), ^'Ji-f '/J^AH 
U J; 4 -< * > ? ° ^ -TfilTJOW 
Jllcft-T. /Saiti, 0.5M<ONiC«, ftl'TJO, 
5 MONaCtf-SrJdJX./;. 0 . 0 5 M ft ft 7 > * 

A<pH 5 . 5 l^T'fT^n 4. 

I V, - 2 9 A J: 0*ft^«t-S 

ft«:?n7Vy77^-l;^t. a tf ft IS I* ii 

£ U 1 . 0 x 2 5 . 0 cm~Z& * . 

fciim, 0.t*(v/v)?)Mi7il'^oftK^ 
5 ~ I 0 0 *Cv/v)ata£jK©7 * 
h V./U-CflKa 4 afi/ain-C 8 0 »B3?T 9. 

ttt77?i/r>fl)/-ji't. 2 . » x i o. 

0 ca<0 *H*C„-^77 Hfci^'J^YJH: 



8fi3¥l-165373 (11) 

• y i * h M ■< - ( J ournal of B iological Ch 
uistry). 253, 1357-157 0'ji:i») 

0 2,0.0 5 J.I, i>;ut0.2^M)(O> hh 
i/ + *-K7/ F^7"J>, ■> ^v(S igoa))-£r 

SSL*. 

r b £ » 77^; KpSV 7 2 6 T?h7>x. 
■f>7*7 5 * > 10 9.1 2 li, £ 

#<B»i:,Sttt«SU, IL-2t7&1"< 
^ 2 5 0 0 0 0 4. 

n. ^wcfcoraigsftfci l - 2 otttttt 
it 

D*UE«Lfc8£ffltt5-f it U 

g« Lfc_hffltt*«su <o f3t 5> 5> fit l *© 
^, »atti*A<-c * 4Sflt®+#ttfl©* »bi- 

1 . 1 L - 2 ©WBf 

I L - 2 Ui§Jt±tt 1 v h /tfr 4 »J!i L fc. 

.ha*** * -rata u f#io.o5M«Bi7> 

t, JbEtBCfttt, t < fcSdlfctt-CJtEiE) 

©ffttTl-tfyr^'JA'Ti Ky/H-J;4?E3l& 
A y (LaenIiX I 9 7 0 *^ft~(Na 
tureX 2 7 7 , 6 8 0 - 6 8 5 ]©££l;: J: ft tf 
I L - 2 ttff9 5 *JUJ:*firi-4. C © ? o I- 
f 57 j -frt>!&tf>tzifo&7 7 9 *> 9 > © 7* - A- 
«. I L - 2-£#Sttttt49jJS£lftf£^"4. 

2 . 7 $ / % a E?1 © £ 3 tcfc 4 I L - 2 © 

teJSr^ 3 -9" > 7A"&;. -n** 7 > * *) > y a 
i K(i fell* *J 7U >)7 -* /l/* -©%a&i:lcJs 
< . 7<f/l>*-£, h/ 7 7(tf^l 3 

0 A -77*7 A K • '< Y * A X (Applied 

Q iosyste«s))£« *. > - 7*>*-(t 

r A 4 7 0 A , 7 75 0'. 'Wt>XfiX; 
*S)tci0A+4. ;ftueS4lSLt7xi^ 
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ttTOSRflJ £-&-f* [7 - - ovAR.Ro 
bb) £ ( I 984). 7a iz-fw 
f^ - 7*r; - • t^ - ^-fx>^ • a-xx 
x — (P roc. Natl. Acad. S ci.U S A), 8 1.6 
486-6490 ], 

&D-CA4 : 

1 io 
Ala-Pro-Thr-Ser-Ser-Ser-Thr-Lys-Lys-Thr 

*3-K-*-4E*i*£-r4K?*-(c.fc4ffliSh 

lift IS© x /»UGBW0ttff *f«Jffl t"* - i 



Bffl¥l-165373 (12) 

3t 1 HU, t h T V I L - 2 ffjE^^r^ 

^<t1" 4/^>i^t-RNA <w fflffiWtt D N A 
* 7 o - > L T ?9 D N A K**l * 4 . 

3fl 2 - I 0 H li , thfn, 7 ? - p S V 7 
00, pSV 7 0 3 , PSV 7 2 0 . PSV 7 0 6, 
P SV 7 2 6 , pSV 7 3 9 , pSV74 I , pSV 
74 0 J; tfpS V 7 4 2©WfiJt£/-F*ElT*4. 

5 1 IfilU, H indffl t Hgi A I $! FB fiflfc 113 © 

3U2Blti, pSV703tO-trr>>hHindIO 

- BanH |fl)^h7>K^^t. 

$1 S?ffitt:(ps-hGH)- I L-2: 

- KKW* t o-tr 7> V hHindd-BaoH I £ 

1 3 Eltf :/ 7 ^; KpSV706S>52 I bp 
7 y ? t > FHindlD - Ba»H I © K ^ * . 
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FIG.l 



-20 

Met Tyr Arg Met GlN Leu Leu Ser Cys Ile Ala 
5' AGCTTCCACA AT6 TAC A66 ATG CAA CTC CTG TCT TGC ATT GCA 

-1 1 

Leu Ser Leu Ala Leu Val Thr AsN Ser Ala Pro Thr Ser Ser Ser 
CTA AGT CTT GCA CTT GTC ACA AAC AGT GCA CCT ACT TCA AGT TCT 

Thr Lys Lys Thr GlH Leu GlH Leu Glu His Leu Leu Leu Asp Leu 
ACA AAG AAA ACA CAG CTA CAA CTG GAG CAT TTA CTT CTG GAT TTA 

GlN Met Ile Leu AsN Gly Ile AsN AsN Tyr Lys AsN Pro Lys Leu 
CAG ATG ATT TTG AAT GGA ATT AAT AAT TAC AAG AAT CCC AAA CTC 

Thr Arg Met Leu Thr Phe Lys Phe Tyr Met Pro Lys Lys Ala Thr 
ACC AGG ATG CTC ACA TTT AAG TTT TAC ATG CCC AAG AAG GCC ACA 

Glu Leu Lys His Leu GlN Cys Leu Glu Glu Glu Leu Lys Pro Leu 
GAA CTG AAA CAT CTT CAG TGT CTA GAA GAA GAA CTC AAA CCT CTG 

Glu Glu Val Leu AsN Leu Ala GlN Ser Lys AsN Phe His Leu Arg 
GAG GAA GTG CTA AAT TTA GCT CAA AGC AAA AAC TTT CAC TTA AGA 

Pro Arg Asp Leu Ile Ser AsN Ile AsN Val Ile Val Leu Glu Leu 
CCC AGG GAC TTA ATC AGC AAT ATC AAC GTA ATA GTT CTG GAA CTA 

Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr 
AAG GGA TCT GAA ACA ACA TTC ATG TGT GAA TAT GCT GAT GAG ACA 

Ala Thr Ile Val Glu Phe Leu AsN Arg Trp Ile Thr Phe Cys GlN 
GCA ACC ATT GTA GAA TTT CTG AAC AGA TGG ATT ACC TTT TGT CAA 

133 

AGC ATC ATC TCA ACA CTG ACT TGA TAATTAAGTGCTTCCCACTTAAAACATATCAG 3' 
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(15) 
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FIG. 11 



Met Ala Thr Gly Ser Arg Thr SerJLeu 
AGCTTACC AT 6 6CT ACA GGC TCC CGG ACG TCC CTG 

Leu Leu Ala Phe Gly Leu Leu Cys Leu 
CTC CTG GCT TTT GGC CTG CTC TGC CTG 

Pro Trp Leu Gln Glu Gly Ser Ala Ala 
CCC TGG CTT CAA GAG GGC AGT GCT GCA 
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FIG. 12 

-20 

Met Ala Arg Met GlN Leu Leu Ser Cys Ile Ala 
$• AGCTTCCACC ATG GCT AGG ATG CAA CTC CTG TCT TGC ATT GCA 

Leu Ser Leu Ala Leu Val Thr AsN Ser Ala Pro Thr Ser Ser Ser 
CTA AGT CTT GCA CTT GTC ACA AAC AGT GCA^CCT ACT TCA AGT TCT 

HgiAI 

Thr Lys Lys Thr GlN Leu GlN Leu Glu His Leu Leu Leu Asp Leu 
ACA AAG AAA ACA CAG CTA CAA CTG GAG CAT TTA CTT CTG GAT TTA 

GlN Me t Ile Leu AsN Gly Ile AsN AsN Tyr Lys AsN Pro Lys Leu 
CAG ATG ATT TTG AAT GGA ATT AAT AAT TAC AAG AAT CCC AAA CTC 



Thr Arg Met Leu Thr Phe Lys Phe Tyr Met Pro Lys Lys Ala Thr 
ACC AGG ATG CTC ACA TTT AAG TTT TAC ATG CCC AAG AAG GCC ACA 



Glu Leu Lys His Leu GlN Cys Leu Glu Glu Glu Leu Lys Pro Leu 

GAA -CTG AAA CAT CTT CAG TGT^CTA GAA GAA GAA CTC AAA CCT CTG 

Xbal 

Glu Glu Val Leu AsN Leu Ala GlN Ser Lys AsN Phe His Leu Arg 

GAG GAA GTG CTA AAT TTA GCT CAA AGC AAA AAC TTT CAC TTA AGA 



Pro Arg Asp Leu Ile Ser AsN Ile AsN Val Ile Val Leu Glu Leu 
CCC 'AGG GAC TTA ATC AGC AAT ATC AAC GTA ATA GTT CTG GAA CTA 



Lys Gly Ser Ulu Thr Thr Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr 
AAG GGA TCT GAA ACA ACA TTC ATG TGT GAA TAT GCT GAT GAG ACA 



Ala Thr Ile Val Glu Phe Leu AsN Arg Trp Ile Thr Phe Cys GlN 
GCA ACC ATT GTA GAA TTT CTG AAC AGA TGG ATT ACC TTT TGT CAA 

133 

Ser He He Ser Thr Leu Thr 

AGC ATC ATC TCA ACA CTG ACT TGA TAATTAAGTGCTTCCCACTTAAAACATATCAG 3' 
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FIG. 13 

Met Ala 
5'^AGCTTACC ATG 6CT 

Gly Ser Arg Thr Ser Leu Leu Leu Ala Phe Gly Leu Leu Cys 
ACA GGC TCC CGG ACG TCC CTG CTC CTG GCT TTT GGC CTG CTC TGC 

-l i 

Leu Pro Trp Leu Gln Glu Gly Ser Ala Ala Pro Thr Ser Ser Sea 
CTG CCC TGG CTT CAA GAG GGC AGT GCT GCA CCT ACT TCXAGT TCT 

Thr Lys Lys Thr GlN Leu GlN Leu Glu His Leu Leu Leu Asp Leu 
ACA AAG AAA ACA CAG CTA CAA CTG GAG. CAT TTA CTT CTG GAT TTA 

GlN Met !ls Leu AsN Gly Ile AsN AsN Tyr Lys AsN Pro Lys Leu 
CAG ATG ATT TTG AAT GGA ATT AAT AAT TAC AAG AAT CCC AAA CTC 



Thr Arc Me r Leu Thr Phe Lys Phe Tyr Met Pro Lys Lys Ala Thr 
ACC AGG ATG CTC ACA TTT AAG TTT TAC ATG CCC AAG AAG GCC ACA 



Glu Leu l*s His Leu GlN Cys Lcu Glu Glu Glu Leu Lys Pro Leu 

GAA CTG AAA CAT CTT CAG TGT^CTA GAA GAA GAA CTC AAA CCT CTG 

Xba [ 

Glu Glu Val Leu AsN Leu Ala GlN Ser Lys AsN Phc His"Leu Arc 

GAG GAA GIG CTA AAT TTA GCT CAA AGC AAA AAC TTT CAC TTA AGA 



Pro Arc Asp Leu Ile Ser AsN Ile AsN Val Ile Val Leu Glu Leu 
CCC AGG GAC TTA ATC AGC AAT ATC AAC GTA ATA GTT CTG GAA CTA 



Lys Gly Ser Ulu Thr Thr Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr 
AAG GGA TCT GAA. ACA ACA TTC ATG TGT GAA TAT GCT GAT GAG ACA 



Ala Thr Ile Val Glu Phe Leu AsN Arc Trp k£ Thr Ph£ Cys GlN 
GCA ACC ATT GTA GAA TTT CTG AAC AGA TGG ATT ACC TTT TGT CAA 

133 

Ser lie Ile Ser Thr Leu Thr 

Af.C AfC ATC TC A ACA CTG ACT TGA TAATTAAGTGCTTCCCACT TAAAACA TaTCAG 5' 
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